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2. Efectos de RA a nivel traduccional: activación de mTOR y p70S6 
El Ácido Retinoico (RA) induce en células de neuroblastoma SH-SY5Y la diferenciación neural. Además de sus acciones transcripcionales clásicas regulando la expresión de genes 
concretos, el RA actúa también de un modo extra-genómico, activando rutas de transducción de señal, como la vía de PI3K/Akt y de la MAP kinasa ERK.  
Con el objetivo de conocer qué proteínas sufren cambios en su fosforilación como consecuencia de las acciones atípicas del RA, realizamos en años anteriores una primera estrategia 
proteómica comparando geles bidimensionales de fosfo-proteínas (control y tratadas con RA). Las proteínas diferencialmente expresadas resultaron ser proteínas de unión al DNA 
(histonas y HMGs) y relacionadas con el procesamiento y transporte del RNA (hnRNPs). Para superar las limitaciones que tiene esta estrategia proteómica tradicional y ampliar los 
resultados obtenidos, se recurrió a un ensayo LC-MS/MS basado en el iTRAQ, partiendo igualmente de fosfo-proteínas nucleares. El análisis de los resultados ha ratificado la hipótesis 
inicial, pues entre las proteínas fosforiladas se encuentran entre otras, varias hnRNPs y HMGBs, y familias proteicas implicadas en el splicing, procesamiento post-transcripcional y 
transporte del mRNA. 
Tratando de encontrar una contribución funcional a los cambios identificados en la fosforilación de proteínas nucleares, se han realizado experimentos orientados a estudiar su implicación  
en procesos como el procesamiento y la traducción de los mRNAs. Los experimentos se han centrado en las proteínas SR, factores de splicing ricos en Ser/Arg, en los que la fosforilación 
puede resultar en una modulación de su actividad. Igualmente, mediante microscopía de fluorescencia, hemos estudiado los efectos de tratamientos cortos con RA en la localización celular 
de una de las proteínas hnRNP fosforilada, la hnRNP-K. 
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1. Estudio proteómico mediante iTRAQ de muestras de fosfo-proteínas y análisis de los resultados 
El protocolo de trabajo comienza con la reducción, alquilación y 
digestión enzimática con tripsina de las muestras. El conjunto 
de péptidos resultante es marcado con uno de los reactivos 
(cada muestra con un reactivo distinto) y a continuación todas 
las muestras son combinadas a partes iguales. El siguiente 
paso es la separación de los péptidos por cromatografía líquida 
(LC) multidimensional y su análisis mediante espectrometría de 
masas en tandem (MS/MS). La fragmentación por MS/MS da 
lugar a iones reporteros únicos (m/z = 114-117) que son usados 
para la cuantificar las respectivas muestras (Fig. 1A, parte 
central).  
Con el objetivo de incrementar el número de proteínas 
identificadas y la precisión de la cuantificación respecto a 
nuestro primer abordaje proteómico de comparación de geles 
2D teñidos con Comassie, recurrimos a una nueva estrategia 
proteómica cuantitativa conocida como iTRAQ. El iTRAQ es 
una técnica desarrollada por Applied Biosystems basada en el 
marcaje de los péptidos con isótopos isobáricos. Así, partiendo 
nuevamente de muestras enriquecidas en fosfo-proteínas 
nucleares empleando el kit de purificación de Qiagen, se 
compararon tres muestras: control, tratada con RA 15 min y 
tratada con RA 30 min (esquema en Fig.1A). 
Los resultados han sido interpretados desde tres 
puntos de vista: 1) Búsqueda de proteínas o familias de 
proteínas que presentan una tendencia de cambio 
común en los 3 ensayos iTRAQ realizados; 2) 
Comparación bioinformática mediante FatiGO+ (una 
herramienta de Babelomics, servidor web desarrollado 
por el grupo de J. Dopazo) de las proteínas 
fosforiladas/desfosforiladas para encontrar grupos 
funcionales sobre-representados en uno u otro 
conjunto; 3) Búsqueda de sitios específicos de 
fosforilación.  
3) SITIOS DE FOSFORILACIÓN ESPECÍFICOS 
El iTRAQ permitió identificar 37 sitios de fosforilación específicos. De 
ellos, 9 son sitios no descritos en la bibliografía científica (tabla 
inferior). Además, uno corresponde a una proteína que hasta el 
momento no había sido identificada como fosforilada, la Phx2A. 
Nº acceso Proteína Sitio fosforilación
Q9UIG0 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1B Thr661
Q14839 Chromodomain helicase-DNA-binding protein 4 (CHD-4) Thr242/Thr244
P61978 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K) Ser127
P06748 Nucleophosmin (NPM) Thr78
O14813 Paired mesoderm homeobox protein 2A (ARIX1) Ser206
Q15424 Scaffold attachment factor B1 Thr340
Q14151 Scaffold attachment factor B2 Thr339
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2 (SAP 145) Thr350
2) COMPARACIÓN FUNCIONAL MEDIANTE FATIGO+ 
(categorías de Biological Process de Gene Ontology) 
FUNCIÓN Nivel P-value Sobre-representado
Complejos de ensamblaje proteína-DNA 5 1.38E-02 Fosforiladas
Organización y biogénesis de cromosomas (Eucariotas) 6 2.57E-02 Fosforiladas
Traducción 6 1.92E-02 Desfosforiladas
Procesado RNA 6 3.45E-02 Desfosforiladas
FUNCIÓN Nivel P-value Sobre-representado
RNA splicing, transesterificación con adenosina como nucleófilo 9 3.76E-04 Fosforiladas
Proteólisis 6 5.55E-03 Desfosforiladas
Organización y biogénesis del citoesqueleto de actina 7 9.78E-03 Desfosforiladas
Proceso catabólico de proteínas celulares 7 1.72E-02 Desfosforiladas
Categorías significativas para el tratamiento con RA durante 15min: 
Categorías significativas para el tratamiento con RA durante 30min: 
CÉLULAS SH-SY5YA 
3. Estudio de la unión de los factores SR al mRNA 
mediante crosslinking con luz ultravioleta 
4. Cambios en la localización subcelular de la 
proteína hnRNP-K inducidos por RA 
1) PROTEÍNAS CON CAMBIOS COMUNES EN TODOS LOS ENSAYOS 
En los gráficos aparecen las proteínas 
(agrupadas por familias o 
individualmente) que muestran un 
mismo cambio en los 3 ensayos 
realizados. Se encuentra representada 
la media y la desviación estándar. La 
mayoría de los cambios se producen al 
tratar con RA-30min, excepto para las 
helicasas de RNA DDX y las proteínas 
debrina y NOP56, cuyos valores 
corresponden a RA-15min. 
Cambio por familias proteicas
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Hemos estudiado si el tratamiento con RA altera la capacidad de unirse al 
mRNA de las dos proteínas más importantes de la familia de los factores 
SR: SF2 (Splicing factor, arginine/serine-rich 1) y SC35 (Splicing factor, 
arginine/serine-rich 2). Este estudio se ha llevado a cabo mediante la 
realización de crosslinking con luz UV. El RA produce efectos opuestos en 
las dos proteínas, a pesar de pertenecer a la misma familia. Así, la unión de 
SF2 al mRNA se incrementa tras 30 min. de tratamiento con RA (figura 3A). 
Por el contrario, la unión de SC35 al mRNA se reduce como consecuencia 
de la fosforilación inducida por el RA (figura 3B).  
La proteína hnRNP-K es capaz de moverse entre el núcleo y citoplasma, y 
la acumulación citoplasmática de esta proteína es regulada por 
fosforilación. En las células SH-SY5Y, la hnRNP-K presenta una 
distribución mayoritariamente nuclear, pero sin ocupar los nucleolos 
(control). Al tratar con RA, hnRNP-K pasa a distribuirse homogéneamente 
dentro del núcleo (fechas blancas en RA-30min), de modo que al cabo de 
1h, ha ocupado los nucleolos de prácticamente todas las células. La 
tinción de Hoechst se utilizó para visualizar los núcleos. 
En estudios anteriores habíamos comprobado que el RA es capaz de 
activar la ruta PI3K/Akt. Las kinasas mTOR y p70S6, conocidos sustratos 
downstream de Akt, también resultan ser fosforilados al tratar con RA 
(figura 2A) y dicha activación es inhibida por LY294002 (inhibidor de 
PI3K). Curiosamente, al tratar con el inhibidor H89 de la protein-kinasa A, 
los niveles de Akt y p70S6 fosforilados se incrementan enormemente, 
mientras que no ocurre lo mismo con mTOR, sugiriendo que es 
parcialmente activado a través de otra ruta (figura 2B). 
La ruta mTOR/p70S6 es conocida por su implicación en la regulación 
traduccional. Por una parte, comprobamos que el tratamiento con RA 
produce la fosforilación de 4E-BP1, que de este modo se libera del factor 
de iniciación de la traducción eIF-4E (figura 2C). Por otro lado, también 
se conoce que SF2, un factor SR de splicing, es capaz de activar la 
traducción gracias a que recluta a mTOR al complejo mRNP, facilitando 
así su acción sobre 4E-BP1. Para medir estos posibles efectos sobre la 
traducción, recurrimos a un sistema reportero de luciferasa.  
Los ensayos de traducción se realizaron tranfectando células SH con el 
plásmido reportero pLCS-EDA (figura 2D), que posee la secuencia ESE 
(exonic-splicing enhancer) que puede reclutar a los factores SR SF2 y 
9G8, y un reportero de Renilla luciferasa, como control de la eficiencia 
de transfección. Estos experimentos mostraron un posible incremento 
de la traducción (de casi 3 veces) a las 24 horas después de tratar con 
RA y no observamos ningún efecto para el resto de tiempos estudiados 
(figura 2E). Este efecto no se produce cuando el plásmido transfectado 
es el pLCS-EDAmt, donde el elemento ESE está mutado y es incapaz de 
unir ningún factor SR (figura 2F). 
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